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РЕЗЮМЕ	 ВВЕДЕНИЕ. В настоящее время генная терапия на основе аденоассоциированных вирусов 
(adeno-associated viruses, AAV) сталкивается с рядом барьеров биомедицинского и тех-
нологического характера, анализ и преодоление которых необходимо для дальнейшего 
развития данного направления генной терапии.
ЦЕЛЬ. Провести анализ применения генной терапии ряда наследственных заболеваний 
с учетом ограничений, связанных с побочными эффектами или недостаточной эффектив-
ностью генной терапии, проблемой определения терапевтического окна и индивидуаль-
ной спецификой наследственного заболевания, а также рассмотреть подходы для снятия 
этих ограничений и повышения доступности генной терапии путем усовершенствования 
технологических подходов производства и снижения себестоимости генотерапевтиче-
ских препаратов.
ОБСУЖДЕНИЕ. Рассмотрен опыт применения одобренных и находящихся на этапе клини-
ческих исследований генотерапевтических препаратов. Проведена оценка применимости 
генной терапии на примере ряда наследственных заболеваний и показано, что правиль-
ное определение терапевтического окна препаратов и своевременная диагностика на-
следственных заболеваний являются критически важными для эффективной и безопас-
ной генной терапии. Рассмотрены современные стратегии снижения риска возникновения 
побочных эффектов и увеличения эффективности генной терапии на основе ААV, среди 
которых наиболее важны следующие: поиск новых серотипов ААV, модификация капсидов 
и генома ААV, подавление нецелевой экспрессии с помощью микроРНК, изменение содер-
жания CpG, поиск новых промоторов для трансгена. Проведен анализ развития техноло-
гии производства генотерапевтических препаратов на основе ААV. Наиболее перспектив-
ным представляется переход на суспензионное культивирование, усовершенствование 
биореакторов, применение новых методов и материалов очистки вирусных частиц, со-
вершенствование систем трансфекции и создание новых клеточных линий-продуцентов, 
что в конечном счете может привести к снижению затрат на производство препаратов 
и повышению доступности генной терапии.
ЗАКЛЮЧЕНИЕ. В настоящее время генная терапия используется только для небольшого 
количества наследственных заболеваний. Существенные ограничения применения гено-
терапевтических препаратов связаны с недостаточной эффективностью, риском возник-
новения побочных эффектов и высокой стоимостью лечения. Ведущиеся в настоящее вре-
мя биомедицинские и технологические разработки позволят решить указанные проблемы 
и повысить доступность генной терапии.
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ABSTRACT	 INTRODICTION. Currently, gene therapy based on adeno-associated virus (AAV) vectors 
faces a  number of barriers, both biomedical and technological, which require studying and 
overcoming for further development of this gene therapy technology.
AIM. This study aimed to analyse the use of gene therapy for a range of hereditary diseases, 
taking into account the barriers associated with its side effects and insufficient efficacy, the 
determination of the therapeutic window, and individual characteristics relevant to a particular 
hereditary disease; additionally, the study aimed to review the approaches to lifting these bar-
riers and increasing the availability of gene therapy through the improvement of technological 
approaches to production and the reduction of production costs.
DISCUSSION. The authors reviewed the experience accumulated for gene therapy products 
that were approved or undergoing clinical trials. The study included a gene therapy applicabil-
ity assessment using several hereditary diseases as a case study. The assessment showed that 
correct determination of the therapeutic window for a medicinal product and timely diagnosis 
of a hereditary disease were essential for effective and safe gene therapy. The study considered 
the strategies used to reduce the risks of adverse events and increase the effectiveness of AAV-
based gene therapy. The authors assessed technological advancements in the manufacturing 
of AAV-based gene therapy products. The most perspective directions were the transition to 
suspension culture systems, the improvement of bioreactors, the use of new methods and 
materials for the purification of viral particles, the improvement of transfection systems, and 
the creation of new host cell lines. Ultimately, this can lead to lower production costs and an 
increased availability of gene therapy.

Egorova T.V., Piskunov A.A., Poteryaev D.A. Adeno-associated virus vector-based gene therapy for hered-
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CONCLUSION. Currently, gene therapy is used only for a small range of hereditary diseases. 
Significant barriers to its use are due to insufficient efficacy, risks of adverse events, and high 
costs for treatment. Ongoing biomedical and technological development should lift many of 
these barriers and increase access to gene therapy.
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ВВЕДЕНИЕ
Генная терапия (ГТ) направлена на мани-

пуляцию экспрессией определенного гена 
или на изменение биологических свойств жи-
вых клеток в терапевтических целях1. В свою 
очередь, генотерапевтические лекарственные 
препараты (ГенЛП)  — лекарственные препара-
ты, фармацевтическая субстанция которых яв-
ляется рекомбинантной нуклеиновой кислотой 
или включает в себя рекомбинантную нуклеи-
новую кислоту, позволяющую осуществлять ре-
гулирование, репарацию, замену, добавление 
или удаление генетической последовательно-
сти2. Основные группы ГенЛП  — это вирусные 
частицы, служащие генетическим вектором, 
ДНК-олигонуклеотиды и малые интерфериру-
ющие РНК, модулирующие экспрессию генов. 
В данном обзоре авторы осветили направление 
ГТ с использованием векторов на основе аде-
ноассоциированных вирусов (adeno-associated 
viruses, AAV).

Несмотря на десятилетия развития данного 
вида ГТ для лечения наследственных заболева-
ний, широкому применению ГенЛП препятствует 
ряд объективных факторов. Одним из значимых 
факторов является исключительно высокая сто-
имость, несмотря на то что в большинстве слу-
чаев предполагается однократное применение 
ГенЛП. К другим ограничивающим факторам 
относятся барьеры биомедицинского характера, 
такие как небезопасность применения ГенЛП, 
связанная в первую очередь с иммуногенностью, 

ограничения полезной нагрузки в использую-
щихся AAV векторах, недостаточная эффектив-
ность целевой доставки и экспрессии трансгена 
и др. В ряде случаев сопутствующие заболева-
ния, история предшествующей терапии, возраст, 
упущенное или неоптимальное терапевтиче-
ское окно, существующая эффективная и без-
опасная стандартная терапия также препятству-
ют применению даже уже одобренного ГенЛП. 
Экспертная оценка регистрационного досье 
ГенЛП также представляет собой сложную зада-
чу, особенно в условиях его неполной характе-
ристики по сравнению с традиционными лекар-
ственными средствами [1]. Наконец, технология 
производства ГенЛП на основе вирусных частиц 
характеризуется исключительно высокой себе-
стоимостью в расчете на дозу. Данный обзор по-
священ описанию этих барьеров и поиску путей 
их преодоления.

Цель работы  — провести анализ примене-
ния генной терапии ряда наследственных за-
болеваний с учетом ограничений, связанных 
с побочными эффектами или недостаточной 
эффективностью генной терапии, пробле-
мой определения терапевтического окна 
и индивидуальной спецификой наследствен-
ного заболевания, а также рассмотреть подхо-
ды для снятия этих ограничений и повышения 
доступности генной терапии путем усовер-
шенствования технологических подходов 
производства и снижения себестоимости гено-
терапевтических препаратов.

1	 Chemistry, manufacturing, and control (CMC) information for human gene therapy investigational new drug applications 
(INDs). Guidance for industry. 2008-D-0205. FDA; 2020.

2	 Федеральный закон Российской Федерации от 12.04.2010 № 61-ФЗ «Об обращении лекарственных средств».
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ОСНОВНАЯ ЧАСТЬ
Медицинские и биологические ограничения 
к использованию генотерапевтических 
препаратов

В настоящее время зарегистрировано 
несколько ГенЛП для доставки экспрессионных 
конструкций in vivo, которые в большинстве яв-
ляются препаратами для терапии наследствен-
ных заболеваний (табл. 1).

Для терапии гемофилии А применяется од-
нократная инъекция препарата Роктавиан 
(валоктоген роксапарвовек). AAV вектор, при-
меняемый в составе препарата, обеспечивает 
экспрессию функционального фактора сверты-
ваемости крови VIII-SQ (FVIII) в клетках печени. 
Однако следует отметить, что использование 
препарата ограничено рядом факторов. Во-
первых, препарат не полностью исключил зави-
симость пациентов от инъекционных факторов 
свертываемости. Годовая частота кровотечений 
снизилась с 5,4 до 2,6 случая в год, а среднее 
число инфузий препаратов свертываемости  — 
со 136 до 5. Время наблюдения после примене-
ния ГенЛП составило 3 года3, и пока неизвестно, 
насколько стабильной будет экспрессия FVIII 
в долгосрочной перспективе. Вполне вероятно, 
что может произойти падение уровня транс-
генного FVIII и пациент снова будет зависимым 
от частых инфузий факторов свертываемости. 
Применение препарата Роктавиан, как и других 
AAV, имеющих тропизм к клеткам печени, не по-
казано у детей, поскольку их печень еще растет. 
Также этой терапии не подлежат пациенты, име-
ющие антитела к серотипу AAV5, а также с хро-
ническими заболеваниями печени, поскольку 
ГенЛП обладает выраженной гепатотоксично-
стью. Последнее является серьезным ограни-
чивающем фактором, так как большинство па-
циентов гемофилией старше 20 лет в России 
страдают хроническим гепатитом С. Это связано 
с тем, что до 2005 г. больные гемофилией полу-
чали лечение компонентами крови, не прохо-
дившими вирусную инактивацию4. Практически 
все пациенты, получившие Роктавиан, были 
вынуждены пройти курс иммуносупрессивной 
терапии для предотвращения аутоиммунной 
реакции организма, вызванной введением AAV. 
Опрос участников клинического исследования 
(КИ) препарата Роктавиан выявил, что для не-
которых иммуносупрессивная терапия, которую 
они получали во время участия в исследовании, 
либо в профилактических целях, либо для лече-
ния трансаминита, была наименее переносимой 

частью исследования [2]. Существенная доля 
пациентов с гемофилией имеет ее ингибитор-
ную форму, характеризующуюся высоким уров-
нем нейтрализующих антител, например к FVIII, 
что делает применение ГенЛП неэффективным. 
Такие пациенты переводятся на терапию препа-
ратами шунтирующего действия (FVII, эмицизу-
маб), позволяющую запустить каскад свертыва-
ния крови в обход FVIII.

Гемофилия является примером, когда эффек-
тивная и безопасная ферментозаместитель-
ная терапия факторами свертываемости крови 
или препаратами шунтирующего действия поз-
воляет контролировать болезнь и обеспечи-
вать приемлемое качество жизни пациентов 
и в отсутствие ГТ. В данном случае ГТ должна 
доказать свою долгосрочную эффективность 
и безопасность, а главное, иметь стоимость су-
щественно ниже, чем сейчас, чтобы стать стан-
дартом лечения.

Другими примерами эффективной ферментоза- 
местительной терапии, которая делает назна-
чение ГТ по тому же показанию всего лишь 
одной из альтернатив, являются некоторые ли-
зосомные болезни накопления (например, бо-
лезнь Гоше, Фабри и др.). Однако есть большое 
количество наследственных заболеваний, где 
ферментозаместительная терапия невозможна 
по определению и где только доставка функци-
ональной копии гена в пораженные клетки (или 
иной способ коррекции мутации) может быть 
патогенетической терапией. К заболеваниям та-
кого типа относится, например, миодистрофия 
Дюшенна (МДД).

Одной из серьезных проблем ГТ являет-
ся недостаточная для восстановления нор-
мального уровня экспрессии гена доза AAV, 
что связано с ограничением дозы по токсич-
ности, или падение уровня экспрессии со вре-
менем. Последнее может иметь различные 
причины: рост целевой ткани (как отмечалось 
выше для печени), естественная гибель кле-
ток, иммунный ответ организма, транскрип-
ционный сайленсинг трансгена. Кроме этого, 
недостаточная эффективность и безопасность 
ГТ может иметь менее очевидные причины, 
что может быть проиллюстрировано на приме-
ре препарата Лукстурна.

Лукстурна (воретиген непарвовек) — первый 
ГенЛП, одобренный для лечения наследственной 
дегенерации сетчатки, вызванной биаллельны-
ми мутациями в гене RPE65. При проведении КИ, 
включая наблюдательные пострегистрационные, 

3	 https://www.roctavian.com/en-us/roctavian-results/
4	 https://medvestnik.ru/content/news/Bolee-90-bolnyh-gemofiliei-starshe-18-let-stradaut-hronicheskim-gepatitom-S.html
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Таблица 1. Одобренные к применению генотерапевтические лекарственные препараты (ГенЛП)
Table 1. Approved gene therapy products (GTP)

Наименование 
ГенЛП

GTP name

Показание
Indication

Описание, вектор 
доставки

Description, delivery 
vector

Промо-
тор

Promoter

Доза
Dose

Год одобре-
ния FDA/ЕМА
Year of FDA/
EMA approval

Стоимость5 
терапии
List price5

Глибера
(алипоген 
типарвовек)6

Glybera 
(alipogene 
tiparvovec)6

Наследственный 
дефицит липопро-
теинлипазы (гипер-
липопротеинемия 
I типа)
Familial lipoprotein 
lipase deficiency 
(hyperlipoproteinaemia 
type I)

В/м инъекция гена 
липопротеинлипазы, 
AAV2
I.m. injection of the 
lipoprotein lipase gene, 
AAV2

CMV 1х×1012 
гк/кг
1×1012  
gc/kg

2012* – 
(регистраци-

онное удосто-
верение не 
продлено)

–  
(marketing 

authorisation not 
renewed)

Лукстурна
(воретиген 
непарвовек)7
Luxturna 
(voretigene 
neparvovec-rzyl)7

Пигментный ретинит 
(наследственная 
дистрофия сетчатки, 
вызванная мутацией 
PRE65)
Congenital retinitis 
pigmentosa (inherited 
blindness due to RPE65 
mutations)

Внутриглазная 
доставка функцио-
нального гена RPE65, 
AAV2
Intra-ocular delivery of 
the functional RPE65 
gene, AAV2

CAG 1,5×1011 
гк/глаз
1.5×1011 
gc/eye

2017 425 000 долла-
ров США

425,000 USD

Золгенсма8

(онасемноген 
абепарвовек)
Zolgensma8 
(onasemnogene 
abeparvovec-xioi)

Спинальная мышеч-
ная атрофия, вызван-
ная мутациями SMN1
Spinal muscular 
atrophy due to SMN1 
mutations

В/в инфузия функци-
онального гена SMN1, 
AAV9
I.v. infusion of the 
functional SMN1 gene, 
AAV9

CAG 1,1×1014 
гк/кг

1.1×1014 
gc/kg

2019 2 100 000 долла-
ров США

2,100,000 USD

Элевидис9

(деландистро-
ген моксепар-
вовек)
Elevidys9 
(delandistrogene 
moxeparvovec-
rokl)

Мышечная дистро-
фия Дюшенна
Duchenne muscular 
dystrophy 

В/в инфузия функци-
онального минигена 
DMD, AAVrh74
I.v. infusion of the 
functional DMD 
minigene, AAVrh74

MHCK7 1,33×1014 
гк/кг

1.33×1014 
gc/kg

2023* 3 200 000 долла-
ров США

3,200,000 USD

Роктавиан10

(валоктокоген 
роксапарвовек)
Roctavian10 
(valoctocogene 
roxaparvovec-
rvox)

Гемофилия А
Haemophilia A

В/в инфузия функ-
ционального гена 
фактора FVIII, AAV5
I.v. infusion of the 
functional FVIII gene, 
AAV5

HLP 6×1013 
гк/кг
6×1013  
gc/kg

2023* 2 900 000 дол-
ларов США

2,900,000 USD

Гемгеникс11

(этранакоген 
дезапарвовек)
Hemgenix11 
(etranacogene 
dezaparvovec-
drlb)

Гемофилия B
Haemophilia B

В/в инфузия функ-
ционального гена 
фактора FIX, AAV5
I.v. infusion of the 
functional FIX gene, 
AAV5

LP1 2×1013 
гк/кг
2×1013  
gc/kg

2022* 3 500 000 долла-
ров США

3,500,000 USD

Виджувек12

(беремаген 
геперпавек)
Vyjuvek12 
(beremagene 
geperpavec-svdt)

Дистрофический бул-
лезный эпидермолиз, 
вызванный мутация-
ми гена COL7A1
Dystrophic 
epidermolysis bullosa 
due to mutations in the 
COL71A gene

Топическая накожная 
доставка функцио-
нального гена колла-
гена COL7A1, HSV-1
Topical cutaneous 
delivery of the 
functional collagen 
gene COL7A1, HSV-1

COL7A1 4×108–
1,2×109 

БОЕ
4×108–
1,2×109 

PFU

2023* 24 250 долларов 
США за упаковку 

(631 000 — на 
пациента в год)
24,250 USD per 

vial (631,000 USD 
per patient per 

year)

5	 https://www.globaldata.com/
6	 https://www.ema.europa.eu/en/documents/assessment-report/glybera-epar-public-assessment-report_en.pdf
7	 https://www.ema.europa.eu/en/medicines/human/EPAR/luxturna
8	 https://www.ema.europa.eu/en/documents/assessment-report/zolgensma-epar-public-assessment-report_en.pdf
9	 https://www.fda.gov/vaccines-blood-biologics/tissue-tissue-products/elevidys
10	 https://www.ema.europa.eu/en/documents/assessment-report/roctavian-epar-public-assessment-report_en.pdf
11	 https://www.ema.europa.eu/en/documents/assessment-report/hemgenix-epar-public-assessment-report_en.pdf
12	 https://www.fda.gov/media/169435/download
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препарат продемонстрировал приемлемый про-
филь безопасности и эффективность, позволяя 
не только остановить прогрессию заболевания, 
но и во многих случаях даже частично восста-
новить уже утраченное зрение. Необходимо 
отметить, что период наблюдения самого 
масштабного к настоящему моменту постреги-
страционного КИ (103 пациента) не превышал 
2,3 года [3]. Эта ГТ проводится в виде субрети-
нальной инъекции AAV, несущего функциональ-
ный ген RPE65. Ген RPE65 играет ключевую роль 
в обновлении 11-цис-ретиналя, необходимого 
для функционирования фоторецепторов сетчат-
ки  — палочек. Первичная терапевтическая ми-
шень Лукстурна — клетки пигментного эпителия 
сетчатки, а фоторецепторы являются вторичной 
мишенью с точки зрения восстановления зри-
тельной функции [4].

После одобрения препарата Лукстурна по-
явились сообщения о хориоретинальной атро-
фии (ХРА) после применения ГТ, как вокруг ме-
ста ретинотомии (места введения препарата), 
так и около крупных сосудов сетчатки. ХРА — это 
атрофия наружных слоев сетчатки, пигментного 
эпителия и хориокапиллярного слоя сосудистой 
оболочки сетчатки. Рост очагов ХРА наблюдал-
ся в течение нескольких месяцев, особенно 
у наиболее молодых пациентов, у которых изна-
чально наблюдались наилучшие показатели эф-
фективности ГТ. Степень прогрессии ХРА после 

введения препарата Лукстурна превышала есте-
ственное течение заболевания при сравнении 
с историческими морфологическими парамет-
рами пациентов, не получавших данную ГТ. 
Были исключены несколько причин ХРА, такие 
как последствия хирургического вмешательства 
в процессе введения препарата или иммунный 
ответ и воспаление. Далее была выдвинута 
гипотеза, основанная на усилении метаболи-
ческой активности сетчатки после «спасения» 
фоторецепторов с помощью ГТ [4].

Сетчатка в состоянии дегенерации имеет 
меньшую потребность в кислороде и меньше 
снабжается кислородом. Большинство слу-
чаев дегенерации сетчатки, включая опосре-
дованные мутациями RPE65, сопровождается 
истощением ее сосудов. Если такое состояние 
пониженного метаболизма внезапно изменя-
ется в результате вмешательства, приводяще-
го к повышению функциональной активности 
фоторецепторов и, следовательно, всех клеток 
внутренней сетчатки, может ли дегенерировав-
шая система с низким содержанием кислорода 
справиться с этим после многих лет дегенера-
ции? То, что случаи ХРА наблюдались преимуще-
ственно у молодых взрослых пациентов и под-
ростков с высоким уровнем «спасения» палочек, 
может указывать на причинно-следственную 
связь эффективности и безопасности. Если 
это так, то функциональное восстановление 

Наименование 
ГенЛП

GTP name

Показание
Indication

Описание, вектор 
доставки

Description, delivery 
vector

Промо-
тор

Promoter

Доза
Dose

Год одобре-
ния FDA/ЕМА
Year of FDA/
EMA approval

Стоимость 
терапии
List price

Неоваскулген13

Neovasculgen13
Ишемия нижних 
конечностей ате-
росклеротического 
генеза
Atherosclerotic 
ischaemia of the lower 
limbs

В/м введение гена 
фактора роста 
сосудов VEGF-165, 
плазмида
I.m. injection of the 
vascular growth factor 
gene VEGF-165, plasmid

CMV 1,2 мг
1.2 mg

2011 78 600 рублей
78,600 ₽

Апстаза14

(эладокаген 
эксупарвовек)
Upstaza14 

(eladocagene 
exuparvovec) 

Дефицит декарбок-
силазы ароматиче-
ских L-аминокислот
Aromatic L-amino 
acid decarboxylase 
deficiency

Введение внутри 
базального ядра го-
ловного мозга AAV2 
c геном декарбокси-
лазы
Intraputaminal delivery 
of the decarboxylase 
gene, AAV2

CMV 1,8×1011 гк 
(общая 
доза)

1.8×1011 gc  
(total 
dose)

2022* 3 710 000 
долларов США
3,710,000 USD

Таблица составлена авторами / The table is prepared by the authors

Примечание. * — не зарегистрирован в Российской Федерации; в/м — внутримышечно; в/в — внутривенно; AAV — вектор 
на основе аденоассоциированного вируса; HSV-1 — вектор на основе человеческого вируса герпеса 1 типа; гк — геномные 
копии; БОЕ — бляшкообразующие единицы.
Note. *, not approved in Russia; i.m., intramuscular; i.v., intravenous; AAV, adeno-associated virus vector; HSV-1, human herpes 
simplex type 1 virus vector; gc, genome copies; PFU, plaque forming units.

Продолжение таблицы 1
Table 1 (continued)

13	 https://neovasculgen.info/instruktsiya-po-primeneniyu
14	 https://www.ema.europa.eu/en/documents/assessment-report/upstaza-epar-public-assessment-report_en.pdf
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дегенерированной ткани может привести к ме-
таболическому и окислительному дисбалансу, 
что впоследствии приведет к гибели клеток 
[4]. Если эта гипотеза верна, то в худшем слу-
чае данная ГТ не просто не позволит сохранить 
зрение в течение взрослой жизни, но и после 
первых лет видимой эффективности приве-
дет к ускоренной потере зрения по сравнению 
с нелечеными пациентами. Безусловно, это 
предположение требует большего времени 
наблюдательных КИ и большей выборки па-
циентов. Однако данный пример подчеркивает 
как опасность излишне упрощенного взгляда 
на ГТ, так и то, что восстановление функции де-
фектного гена должно рассматриваться с пози-
ций системной биологии.

Определение терапевтического окна — 
важная часть разработки патогенетической 
терапии наследственных заболеваний

Большие ожидания направлены на ГТ на-
следственных заболеваний как на универсаль-
ный инструмент, позволяющий воздействовать 
на причину развития патологий. Критически важ-
ным для сохранения не только жизни, но и каче-
ства жизни пациентов является своевременное 
применение ГТ. Многие наследственные заболе-
вания прогрессируют достаточно быстро и свя-
заны с потерей функций, навыков, дисрегуляци-
ей нормального клеточного и тканевого обмена, 
а также разрушением клеток и тканей, в норме 
экспрессирующих целевой белок. На поздних 
стадиях развития заболевания применение ГТ 
может оказаться неэффективным из-за необра-
тимости изменений, произошедших в организме 
на фоне мутации и потери большей части кле-
ток, являющихся мишенью терапии.

В связи с этим необходимо изучение есте-
ственного течения наследственного забо-
левания в каждом индивидуальном случае 
и определение «терапевтического временно-
го окна»  — наиболее благоприятного периода 
для лечения с восстановлением функций. В слу-
чае орфанных болезней изучение естественно-
го течения осложняется небольшой выборкой 
и гетерогенностью пациентских групп, харак-
терным для некоторых наследственных забо-
леваний разнообразием мутаций, влиянием 
на прогрессирование заболевания генов-моди-
фикаторов. Следует отметить, что определение 
оптимального возрастного периода для при-
менения ГТ практически невозможно предска-
зать по результатам доклинических исследова-
ний. Последствия мутаций, которые вызывают 

развитие патологий, не всегда воспроизводятся 
на животных моделях соответствующих забо-
леваний. К тому же довольно сложно аппрокси-
мировать возраст животных и возраст пациентов.

Возможности применения ГТ на ранних сро-
ках развития патологии, а тем более на пре-
симптоматической стадии неразрывно связа-
ны с возможностями диагностики заболевания. 
Единственный на сегодня препарат Элевидис 
(деландистроген моксепарвовек) для замести-
тельной ГТ миодистрофии Дюшенна одобрен 
Управлением по контролю за качеством продук-
тов питания и лекарственных средств США (Food 
and Drug Administration, FDA) по ускоренному 
механизму для введения амбулаторным паци-
ентам в возрасте 4–5 лет15. При этом средний 
возраст (медиана) установления диагноза среди 
пациентов с МДД равен 4,9 (4,8) года [7], а от по-
явления первых признаков заболевания до уста-
новления диагноза проходит в среднем 2,2 года. 
Позднее применение ГТ может стать не только 
неэффективным, но даже опасным для пациен-
тов. Известно о смертельных случаях примене-
ния ГТ у пациентов с МДД на поздних стадиях 
развития заболевания (16 и 27 лет) в рамках КИ 
(NCT03362502, NCT05514249).

На примере препарата Золгенсма (онасемно-
ген абепарвовек) для лечения спинальной мы-
шечной атрофии на группе пациентов в пре-
симптоматической стадии заболевания была 
продемонстрирована феноменальная эффек-
тивность своевременно проведенной ГТ. У всех 
14 пациентов после введения препарата опре-
делены показатели по шкалам оценки двига-
тельного развития на уровне здоровых детей 
на протяжении 18 мес. наблюдения [6]. Таким 
образом, наиболее адекватной стратегией диа-
гностики редких наследственных заболеваний 
с целью применения ГТ на пресимптоматиче-
ской стадии является неонатальный скрининг 
[6]. Отдельно стоит упомянуть ультраорфанные 
наследственные заболевания (со встречаемо-
стью менее 1 на 1 000 000 новорожденных), 
для которых предпринимаются попытки прове-
дения пациент-специфической генной терапии.

Принимая во внимание временные затра-
ты на диагностику, в том числе генетическую, 
для установления диагноза и связи обнару-
женного фенотипа с ультраредкими мутациями 
в геноме, возможность разработки эффектив-
ной ГТ на современном этапе научно-техниче-
ского развития является труднореализуемой. 
В связи с этим требуется создание платформен-
ных решений, позволяющих в короткие сроки 

15	 https://www.fda.gov/vaccines-blood-biologics/tissue-tissue-products/elevidys
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создавать и сканировать кандидатные препара-
ты в пациент-специфических моделях и иссле-
довать их безопасность [8].

Стратегии снижения риска возникновения 
побочных эффектов при введении 
генотерапевтических препаратов

Развитие тяжелых нежелательных явлений 
при применении ГенЛП на основе AAV часто ассо-
циировано с возникновением иммунного ответа 
на высокую дозу вирусного препарата или на-
личием у пациентов сопутствующих заболева-
ний [9]. В связи с этим существуют два направле-
ния по предотвращению возможных побочных 
эффектов: тщательный отбор пациентов и при-
менение фармакотерапии для снижения по-
тенциального иммунного ответа; модификация 
самого препарата для снижения дозы и удале-
ния провоцирующих иммунитет факторов.

Пациентоориентированный подход
Считается, что AAV не патогенен для чело-

века, тем не менее пациент может иметь ис-
торию контакта с природным серотипом AAV, 
в результате чего в его организме образуются 
иммунные клетки памяти. Учитывая быстрые 
и сильные иммунные реакции, которые инду-
цируются после формирования иммунологи-
ческой памяти, необходимо идентифицировать 
и исключить лиц со сформированным адап-
тивным иммунитетом к конкретному серотипу 
AAV. Существующий иммунитет определяется 
путем выявления титров антител к опреде-
ленному антигену, а пороговые значения тит-
ра используются как один из критериев от-
бора пациентов. Следует отметить, что среди 
разработчиков ГенЛП нет единого протоко-
ла определения предсуществующих антител. 
Варьируют как вид самого анализа, что при-
водит к выявлению разного типа антител (ней-
трализующие, связывающие), так и пороговые 
значения [10]. Предельные значения титра ан-
тител часто определяются в доклинических 
исследованиях и после этого проверяются 
для клинического использования. Например, 
анализ трансдукции трансгена у макак-резус 
после изолированной перфузии конечностей 
AAVrh74.MCK.micro-dys.FLAG показал, что у жи-
вотных с ранее существовавшими титрами ан-
тител к AAVrh74 >1:400 наблюдалась сниженная 
экспрессия трансгена по сравнению с животны-
ми с титрами антител к AAVrh74 ≤1:400 [10]. Эти 
доклинические исследования на приматах по-
служили основой для установления критериев 
отбора в последующих КИ. Разработка универ-
сальных протоколов оценки пороговых значений 

позволила бы оптимизировать применение ГТ 
и, вероятно, расширила бы группы пациентов, 
для которых такая терапия применима.

Возможные иммунные реакции на рекомби-
нантные вирусные векторы не ограничиваются 
адаптивным гуморальным иммунитетом. В свя-
зи с разнообразием таких реакций введение 
AAV препаратов при ГТ проводят в сочетании 
с системными кортикостероидами. Например, 
кортикостероиды назначались всем пациентам, 
получившим препараты Лукстурна, Золгенсма 
и Элевидис в течение 7, 30 и 60 сут соответ-
ственно. При проведении ГТ при гемофилии 
(Гемгеникс, Роктавиан) иммуносупрессия кор-
тикостероидами проводится при повышении 
трансаминаз. На фоне такой терапии возможны 
иммуноопосредованные побочные эффекты, 
к тому же назначение системных иммуносу-
прессантов само по себе также может вносить 
свой вклад в развитие нежелательных явлений. 
Многие исследовательские работы посвящены 
подбору более эффективной и безопасной фар-
макотерапии для снижения иммунного ответа 
на AAV препараты [11, 12].

Подходы, направленные на модификацию 
препаратов

Для достижения эффективной трансдукции 
целевых клеток используется системное вве-
дение высоких доз рекомбинантных AAV вплоть 
до 1,33×1014 геномных копий на килограмм 
(гк/кг) в случае препарата Элевидис (табл. 1). 
Одновременно с трансдукцией целевых клеток 
вирусный капсид и терапевтический ген могут 
попадать в нецелевые ткани и органы, прово-
цируя развитие побочных реакций. Так, неже-
лательная трансдукция печени может вызывать 
разрушение гепатоцитов, что клинически выра-
жается в повышении в сыворотке крови уров-
ня трансаминаз (АЛТ, АСТ), наиболее частом 
побочном эффекте при системном введении 
препаратов на основе AAV. Гепатотоксичность 
стала причиной нескольких смертельных слу-
чаев применения ГТ на основе AAV в КИ у па-
циентов с Х-сцепленной миотубулярной миопа-
тией и в наблюдательных пострегистрационных 
исследованиях у пациентов со спинальной мы-
шечной атрофией [9]. В связи с этим в настоящее 
время проводятся исследования ГенЛП на осно-
ве AAV с модификацией капсидов и с введени-
ем генетических конструкций для увеличения 
трансдукции и уровня экспрессии в целевых 
клетках одновременно со снижением нецеле-
вой доставки. В перспективе такая оптимиза-
ция может привести к уменьшению необходи-
мой для достижения терапевтического эффекта 
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дозы препаратов и снижению связанной с пре-
паратом токсичности, а также потенциально 
может способствовать сокращению расходов 
на производство.

Модификация аминокислотной последова-
тельности капсидных белков. Одобренные в на-
стоящее время и находящиеся на продвинутых 
стадиях КИ препараты ГТ созданы с использова-
нием капсидов природных серотипов AAV чело-
века (2, 5, 9) и приматов (rh74) (табл. 1). Для уси-
ления тропизма к целевым тканям и придания 
других функций на основе природных серотипов 
AAV создаются новые генно-инженерные капси-
ды. Успехи в этом направлении стали возможны 
благодаря определению трехмерной структуры 
капсидов AAV [13, 15] и локализации позиций 
в капсидных белках для вставки экспонируемых 
пептидов, необходимых для процесса зараже-
ния клеток вирусом [15]. Например, положение 
после аминокислотного остатка Q588 в бел-
ке VP1, находящемся в вариабельном регионе 
VR-VIII капсида AAV9, было охарактеризовано 
как оптимальное для вставки экспонируемых 
пептидов для дальнейшей селекции модифици-
рованных вариантов, обладающих повышенным 
тропизмом к мышечным клеткам. В работах двух 
исследовательских групп описаны варианты, 
эффективно трансдуцирующие клетки сердца, 
диафрагмы и скелетных мышц мышей и при-
матов: MyoAAV 2A и MyoAAV 4E [15] и AAVMYO 
[17]. При введении данных капсидов в дозах, 
на порядок меньших, чем стандартные, удава-
лось достичь уровня экспрессии трансгена, схо-
жего с AAV9. Все лучшие выбранные варианты 
капсида включали трипептид Arg-Gly-Asp (RGD) 
в первых трех позициях встроенного семичлен-
ного пептида. Наиболее вероятным кандидатом 
для связывания RGD-пептида в мышцах является 
интегрин α7β1, который присутствует в изоби-
лии во всех типах мышц, является рецептором 
ламинина и играет важную роль в развитии 
и функционировании мышечных клеток. Однако 
с антигенными свойствами RGD-пептида может 
быть связана потенциальная проблема. В связи 
с этим было высказано опасение о вероятной бо-
лее высокой иммуногенности MYO модификаций 
AAV [18]. Иммуногенность полученных капси-
дов не изучалась экспериментально ни в одной 
из групп, использующих RGD-экспонирующие 
варианты AAV, однако в дальнейшем предстоит 
определить, не нивелирует ли повышенная им-
муногенность капсидов с RGD-пептидом эффект, 
достигнутый снижением дозы.

В пилотных экспериментах на животных 
моделях заболеваний перечисленные выше 
и другие генно-инженерные капсиды были 

успешно использованы для коррекции феноти-
па при МДД [16], Х-сцепленной миотубулярной 
миопатии [19], болезни Помпе [20]. В исследо-
ваниях продемонстрировано, что повышение 
тропизма капсидов к мышцам снижает неспе-
цифическое заражение гепатоцитов, что может 
иметь положительный эффект при клиническом 
применении ГенЛП [16].

При модификации капсида AAV2 для уве-
личения тропизма к сердцу с использованием 
пептидов THGTPAD и NLPGSGD выявлено значи-
тельное повышение эффективности заражения 
кардиомиоцитов при снижении уровня трансдук-
ции нецелевых тканей, а также более низкая им-
муногенность данных серотипов на мышах [21]. 
В эксперименте in vivo этот капсид превосходил 
широко использующийся для доставки трансге-
нов в сердце AAV9 [21].

Направленная модификация капсидов 
AAV9 привела к созданию и новых нейротроп-
ных серотипов MDV1A и MDV1B, обеспечиваю-
щих эффективную доставку в нейроны на моде-
ли мышей, а также PAL-капсидов (proline arginine 
loop), показавших высокий уровень доставки 
в нейроны на модели приматов [22]. При этом 
капсиды, эффективные на мышах, не демонстри-
ровали повышенного тропизма у приматов. 
PAL-серотипы обеспечивали небольшое до-
стоверное увеличение экспрессии трансгена 
по сравнению с AAV9 при сниженной вирусной 
нагрузке в нецелевых органах, таких как печень, 
почки, легкие, тимус.

Следует отметить, что в перечисленных выше 
работах модификация капсидов для увеличения 
показателей трансдукции определенных типов 
клеток приводила также и к снижению уровня 
заражения нецелевых органов. Одновременно 
с этим предпринимаются направленные попыт
ки точечных модификаций капсида с целью 
снижения уровня доставки (детаргетирования, 
detargeting) нецелевых органов, в первую оче-
редь печени. В работе K. Adachi с соавт. [23] 
на основе данных проведенного скрининга му-
тантных капсидов AAV были обнаружены ами-
нокислоты на поверхности AAV9, ответственные 
за трансдукцию тканей, в первую очередь пе-
чени. На основе этих данных были предложе-
ны новые варианты капсидов AAV, обладающих 
более низким накоплением в печени, например 
P504A/G505A-мутанты. При этом модификация 
снижала эффективность трансдукции и целевых 
органов, например сердца. Позже было проде-
монстрировано, что внесение упомянутых му-
таций приводит к снижению уровня доставки 
в печень и в случае других созданных на осно-
ве AAV9 генно-инженерных капсидов. Серотип 



132

Егорова Т.В., Пискунов А.А., Потеряев Д.А.
Генная терапия наследственных заболеваний на основе аденоассоциированных вирусных векторов: современные...

БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лечение. 2024, Т. 24, № 2

AAVMYO-LD (liver detargeting, LD) заметно хуже 
накапливался в печени мышей по сравнению 
с исходным серотипом AAVMYO, однако вместе 
с этим снизилась и эффективность трансдукции 
диафрагмы, сердца и скелетных мышц. Кроме 
того, внесение LD-мутаций привело к снижению 
эффективности продукции вирусов в отличие 
от исходной модификации [17].

С помощью изменения аминокислотной по-
следовательности экспонируемых пептидов 
удалось добиться того, что предсуществующие 
антитела к природным серотипам AAV не узна-
ют их модифицированные варианты. В работе 
J.  Han с соавт. [24] с использованием подхо-
да рационального дизайна получены мутанты 
с повышенной эффективностью трансдукции 
в сочетании со сниженной иммуногенностью. 
В качестве объекта исследования использова-
ли капсиды AAV8 и AAVS3, обладающие есте-
ственным тропизмом к печени. Был проведен 
скрининг мутантов с измененным PLA-мотивом 
VP1/2, который участвует в высвобождении AAV 
из эндосом, и мутантов с изменениями после-
довательности аминокислот, подвергающихся 
N-гликозилированию. Полученные варианты 
обеспечивали более высокую эффективность 
трансдукции в клеточных линиях карциномы пе-
чени и первичных гепатоцитах, а также в других 
клеточных линиях тканей человека. Важно от-
метить, что все проверенные варианты показали 
меньшую чувствительность к нейтрализующим 
антителам in vitro и in vivo. Более того, профили 
антител после in vivo трансдукции модифициро-
ванными капсидами отличались от их родитель-
ских капсидов AAV [24].

Один из наиболее популярных подходов 
для модификации AAV основан на использова-
нии N-ацетилгалактозамина (GalNAc). Рецептор 
асиалогликопротеина (ASGP-R), высокоэкспрес
сируемый на поверхности гепатоцитов, пред-
ставляет собой углеводсвязывающий белок, 
который распознает и связывает GalNAc или ос- 
татки галактозы. В работе M. Mével с соавт. [25] 
был разработан метод химической модифика-
ции AAV с помощью GalNAc и показано значи-
тельное увеличение трансдукции гепатоцитов 
in  vitro по сравнению с немодифицированным 
AAV. При введении мышам модифицирован-
ного AAV наблюдалась индукция меньшего 
уровня антикапсидных антител по сравнению 
с природными векторами AAV2. Универсальный 
подход, основанный на биоконъюгации, пред-
ставляет значительный интерес для регуляции 
иммунореактивности и тропизма капсида AAV 
[25]. В другом исследовании также исполь-
зовался подход химической модификации 

реакционноспособных открытых остатков ли-
зина. In vitro было показано, что капсид AAV9, 
модифицированный N-этилмалеимидом (NEM), 
усиливал экспрессию генов в культуре эндоте-
лиальных клеток человека. In vivo при введении 
AAV9-NEM наблюдалось увеличение уровня 
трансдукции костного мозга и снижение транс-
дукции ткани печени по сравнению с немоди-
фицированным AAV9 [26].

Для экранирования эпитопов AAV от нейтра-
лизующих антител был предложен подход по со-
зданию AAV, инкапсулированных во внеклеточ-
ные везикулы (EV-AAV). При использовании 
этого препарата для доставки генов в кардио-
миоциты было продемонстрировано, что EV-AAV 
доставлял значительно больше геномных копий, 
чем немодифицированный AAV в присутствии 
нейтрализующих антител в левый желудочек че-
ловека, а также в кардиомиоциты, полученные 
из плюрипотентных стволовых клеток человека 
in vitro и в сердце мыши in vivo. Эффективность 
такой системы доставки была продемонстри-
рована на мышиной модели инфаркта на фоне 
предварительной иммунизации AAV [27].

Следует отметить, что за последние несколь-
ко лет создание нового генно-инженерно-
го капсида перестало быть трудозатратной 
и длительной задачей. Все больше разработ-
чиков отдают предпочтение таким вариантам 
в надежде на более высокую эффективность 
и безопасность, а также патентную защиту своих 
разработок.

Модификация генома рекомбинантного ААV. 
Изменения генетической конструкции AAV мо-
гут быть внесены для увеличения уровня экс-
прессии, что в конечном счете может приве-
сти к снижению необходимой дозы препарата. 
Минимальными и достаточными элементами 
для контроля экспрессии трансгена являют-
ся промотор и сигнал полиаденилирования. 
Помимо них широко используются энхансеры, 
интроны и посттранскрипционные регулятор-
ные элементы, которые в определенных комби-
нациях могут в разы увеличивать уровень экс-
прессии трансгена [28].

Эффективность генной терапии напрямую за-
висит от выбранного промотора, который контро-
лирует экспрессию целевого гена. Сильные 
конститутивные промоторы небольшого разме-
ра способны обеспечивать высокие уровни экс-
прессии. Однако экспрессия, запускаемая ими 
в нецелевых клетках, способна вызвать актива-
цию клеточных и гуморальных иммунных отве-
тов на трансген. К тому же вирусные промоторы 
быстро метилируются во многих типах клеток, 
что приводит к снижению эффективности со 
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временем. Для первых одобренных AAV препа-
ратов было характерно использование консти-
тутивных промоторов (Глибера, Лукстурна, 
Золгенсма), а в более поздних разработках уже 
применялись тканеспецифичные печеночные 
(Роктавиан, Гемгеникс) и мышечные (Элевидис) 
промоторы (табл. 1). Для увеличения специфич-
ности экспрессии трансгенов создаются новые 
высокоэффективные тканеспецифичные промо-
торы [29].

В ряде исследований in vivo продемонстриро-
вано возникновение иммунной толерантности 
к трансгену при небольшом уровне его экспрес-
сии в печени [30]. В работе P. Colella с соавт. [31] 
предложен подход комбинирования различ-
ных тканеспецифичных промоторных элемен-
тов для экспрессии терапевтических трансге-
нов как в тканях-мишенях, так и в гепатоцитах. 
С этой целью использовали энхансер аполипо-
протеина E, элементы промотора антитрипсина 
альфа-1 человека и короткий синтетический про-
мотор spC5.12, который активен как в сердечной, 
так и в скелетных мышцах и ранее успешно при-
менялся на крупных животных моделях мышеч-
ной дистрофии. Авторы показали, что исполь-
зование эффективных тандемных промоторов 
предотвращало формирование иммунных отве-
тов на трансген после системной доставки гена 
кислой альфа-глюкозидазы (GAA) с помощью AAV 
у иммунокомпетентных мышей линии Gaa-/-. Также 
было продемонстрировано, что неонатальная 
генная терапия с помощью AAV8 или AAV9 у мы-
шей Gaa-/- приводила к стойкому терапевтическо-
му эффекту при использовании тандемного пе-
ченочно-мышечного промотора (LiMP), который 
обеспечивал высокую и стабильную экспрессию 
трансгена. Данный промотор использовали так-
же для доставки трансгена в составе генно-инже-
нерного капсида AAV-MT (muscle transduction). 
Эта комбинация капсида и промотора с улучшен-
ной экспрессией в мышечных клетках и специ-
фичностью позволила обеспечить повышение 
клиренса гликогена в сердечных и скелетных 
мышцах взрослых мышей линии Gaa-/-. У ново-
рожденных Gaa-/- мышей полное восстановление 
содержания гликогена и мышечной силы наблю-
далось через 6 мес. после инъекции AAV [32].

Помимо традиционных подходов, основан-
ных на повышении специфичности трансдук-
ции и транскрипции, микроРНК-зависимое 
посттранскрипционное подавление становится 
новой эффективной технологией для регулиро-
вания экспрессии трансгена [33, 34]. МикроРНК 
представляют собой небольшие некодиру-
ющие РНК, чья экспрессия часто специфич-
на для ткани или стадии дифференцировки. 

Обычно они регулируют экспрессию генов пу-
тем связывания с комплементарными последо-
вательностями в 3'-нетранслируемой области 
(UTR) мРНК. Для контроля экзогенной экспрес-
сии трансгена тандемные повторы искусствен-
ных сайтов-мишеней микроРНК (miR-BS) обыч-
но включают в 3'-UTR область экспрессионной 
кассеты трансгена, что приводит к последующей 
деградации транскрипта в клетках, экспресси-
рующих соответствующую микроРНК. Многие 
подходящие микроРНК, избирательно пред-
ставленные в отдельных тканях, уже опреде-
лены. В частности, микроРНК-122 — микроРНК, 
почти исключительно экспрессируемая в ткани 
печени. В нескольких исследованиях было пока-
зано успешное подавление экспрессии трансге-
на в печени, опосредованное микроРНК-122 [33]. 
Однако специфической экспрессии микроРНК 
может быть недостаточно для достижения силь-
ного микроРНК-зависимого подавления экс-
прессии трансгена.

Важным звеном при формировании им-
мунного ответа являются антигенпрезенти-
рующие клетки. С целью снижения трансген-
специфических иммунных ответов и разработки 
безопасных генетических конструкций в ре-
зультате in vitro скрининга был подобрана ком-
бинация микроРНК-142BS и микроРНК-652-5pBS, 
которая значительно подавляла экспрессию 
трансгена в антигенпрезентирующих клетках, 
но сохраняла высокий уровень его экспрес-
сии в мышечных клетках. При внутримышеч-
ной доставке препаратов AAV1 c элементами 
микроРНК-142/652-5pBS были достигнуты более 
высокие уровни экспрессии трансгена, чем пре-
дыдущие конструкции, а также выявлено эф-
фективное ингибирование активации цитоток-
сических Т-лимфоцитов и Th17 [35].

Для регулируемой экспрессии трансге-
на также предложен подход на основе РНК-
интерференции. В работе M. Subramanian с соавт. 
[36] разработана конструкция, одновременно 
содержащая как короткую шпилечную РНК, так 
и сайты ее связывания. Для индукции трансге-
на использовали технологию REVERSIR  — син-
тетический высокоаффинный олигонуклеотид, 
комплементарный направляющей цепи короткой 
шпилечной РНК, позволяющий подавить РНК-
интерференцию и быстро восстановить экспрес-
сию трансгена. Полученные результаты созда-
ют концептуальную основу для регулируемых 
переключателей на основе РНК-интерференции 
и динамической модуляции экспрессии генной 
терапии с возможностью снижения частоты до-
зирования в клинических условиях [36]. Для до-
стижения регулируемой экспрессии трансгена 
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были апробированы и тетрациклин-зависимые 
промоторные элементы. Так, репортерная систе-
ма на основе AAV1 была использована для оцен-
ки длительности экспрессии трансгена в ответ 
на доксициклин. Авторы продемонстрирова-
ли, что экспрессия целевого белка сохраняется 
вплоть до 5 лет после введения [37].

В работе X. Wu с соавт. [38] была предложена 
трансгенная система, индуцируемая мусконом 
(AAVMUSE), на основе мышиного обонятельного 
рецептора, связанного с G-белком (MOR215-1), 
и синтетического промотора, реагирующего 
на цАМФ. При воздействии триггера мускон свя-
зывается с MOR215-1 и активирует сигнальный 
путь цАМФ, инициируя экспрессию трансгена. 
Применение AAVMUSE обеспечивало зависи-
мый от дозы и времени воздействия мускона 
контроль экспрессии люциферазы в печени 
или легких мышей в течение как минимум 20 нед. 
Была продемонстрирована эффективность си-
стемы AAVMUSE для коррекции фенотипа на мо-
делях мышей с хроническими воспалительными 
заболеваниями: неалкогольная жировая болезнь 
печени и аллергическая астма [38].

Активация адаптивного иммунитета возмож-
на посредством распознавания гипометили-
рованных CpG мотивов доставленной генети-
ческой конструкции рецептором TLR9 (toll-like 
receptor  9), что в дальнейшем запускает об-
разование цитотоксических Т-лимфоцитов. 
Повышение содержания CpG-мотивов часто 
достигается за счет оптимизации конструкций, 
например оптимизации кодонов. В доклиниче-
ских и клинических исследованиях ГенЛП про-
демонстрирована зависимость развития цито-
токсической иммунной реакции от содержания 
в препарате CpG-мотивов, которая, в свою оче-
редь, приводила к быстрой потере трансгена 
[39, 40]. В работе J.F. Wright с соавт. [41] предло-
жена методика количественной оценки по-
тенциала генетической конструкции к актива-
ции TLR9 на основе содержания CpG-мотивов. 
Показано, что терапевтические AAV, близкие 
по содержанию CpG-мотивов к человеческому 
геному, наиболее безопасны для клиническо-
го применения. Помимо снижения содержания 
CpG-мотивов предложен вариант использова-
ния ДНК последовательностей, блокирующих 
TLR9 рецепторы [42].

Технология производства AAV: прошлое, 
настоящее и будущее

В настоящее время AAV являются золотым 
стандартом для препаратов генной терапии. 

С момента регистрации первого препарата 
ГенЛП Глибера (2012, EMA)16 технология произ-
водства претерпела значительное усовершен-
ствование. Основными драйверами модерниза-
ции являются ограниченные производственные 
мощности при текущей низкой производитель-
ности процесса, которые не в состоянии обеспе-
чить постоянно растущие потребности в препа-
ратах, и высокая стоимость курса терапии.

Транзиторная трансфекция плазмидной ДНК 
клеточной линии HEK-293 остается наиболее 
распространенным методом производства AAV. 
Обычно для трансфекции используются три 
плазмиды, первая из которых несет терапевти-
ческий ген интереса (gene of interest, GoI), вто-
рая — гены капсида AAV и репликации (rep/cap) 
и третья хелперная  — дополнительные гены 
аденовируса, необходимые для репликации AAV 
внутри клетки-хозяина HEK-293.

Первая технология производства представ-
ляла собой культивирование клеток, прикреп-
ленных к стенке сосуда (адгезионная культу-
ра), с использованием среды, содержащей 
фетальную сыворотку крупного рогатого скота 
[43, 44]. По аналогии с эволюцией технологии 
производства моноклональных антител (мАТ) 
такая технология трудно масштабируема из-за 
невозможности культивирования большого ко-
личества культуральных флаконов, роллерных 
бутылей, флаконов типа CellStack и др. [45, 46]. 
Первым шагом к масштабированию технологии 
культивирования стало появление биореак-
торов с неподвижным слоем микроносителей 
iCELLis™ (Pall), в которых площадь поверхности 
культуры в одном сосуде достигала 500 м2 (эк-
вивалентно 3000 роллерных флаконов площа-
дью 1700 см2), обеспечивая при этом некоторую 
степень контроля процесса за счет поддержания 
достаточного газообмена, питательных веществ, 
а также уменьшения накопления метаболитов 
клеточной культуры, таких как аммиак и молоч-
ная кислота [47].

Тем не менее эти системы ограничены по пло-
щади поверхности, плотности клеток, которую 
можно достичь, и в конечном счете требуют до-
полнительного масштабирования для удовле-
творения потребности в препаратах. Указанные 
ограничения, а также проблема использова-
ния компонентов животного происхождения 
способствовали дальнейшему совершенствова-
нию технологии, что привело к появлению пита-
тельных сред для суспензионных культур клеток 
HEK-293 и позволило масштабировать техно-
логию культивирования от настольных систем 

16	 https://www.ema.europa.eu/en/medicines/human/EPAR/glybera
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до биореакторов с осевым перемешиванием ин-
дустриального масштаба (до 2000 л) [48].

Параллельно с усовершенствованием техно-
логии культивирования за прошедшее десяти-
летие в производстве ГенЛП произошли значи-
тельные изменения и в стадии очистки вирусных 
частиц. Можно выделить следующие основные 
тенденции: повышение доли содержания пол-
ных частиц за счет удаления как пустых капси-
дов, так и частично заполненных; более эффек-
тивная очистка от примесей (остаточная РНК 
и ДНК), связанных с процессом производства; 
повышение эффективности очистки для сниже-
ния производственных затрат. Одним из суще-
ственных достижений за последние годы стало 
появление аффинных сорбентов, позволяющих 
эффективно выделять вирусные частицы из кле-
точного лизата, в котором вирусные частицы 
являются минорным компонентом [49]. Более 
того, появились новые типы хроматографиче-
ских сред, такие как монолитные или мембран-
ные сорбенты, которые могут обеспечить более 
высокую производительность по сравнению 
с традиционными смолами. Одним из приме-
ров является подход к разделению фаз системы 
жидкость-жидкость, основанный на связывании 
гидрофобного аффинного сорбента с вирусными 
частицами в клеточном лизате. Это сочетается 
с тангенциальной фильтрацией потока для полу-
чения очищенного материала [50]. Другим при-
мером является одноразовая проточная си-
стема, в которой в рециркуляционном протоке 
используется хроматографическая смола. В этой 
системе различные технологические буферы 
смешиваются и могут циркулировать в потоке 
вместе с исходным лизатом. При их применении 
в оптимальной последовательности очищенный 
материал элюируется в отдельную емкость [51].

Разделение пустых и полных капсидов также 
является одним из направлений в очистке AAV, 
в котором достигнуты определенные успехи. 
В начале развития технологии единственным 
методом являлось ультрацентрифугирование 
в градиенте плотности CsCl или йодиксанола 
[52, 53], однако этот способ трудномасштаби-
руемый и вызывает сложности с точки зрения 
требований GMP. Сложности с развитием хро-
матографических методов были связаны с тем, 
что разделение различных форм AAV возможно 
только по заряду, однако значения изоэлектри-
ческой точки у пустых, заполненных и частич-
но заполненных крайне близки. Тем не менее 
за последние годы в этом направлении достиг-
нут прогресс [53]. В частности, в совместном 

исследовании АО «ГЕНЕРИУМ» и ООО «Марлин 
Биотех» по разработке ГенЛП на основе AAV 
удалось оптимизировать технологию очистки 
на основе анионообменной хроматографии, 
позволяющую производить препарат с 90% 
содержанием заполненных AAV. После этой 
стадии остается только один раунд препара-
тивного центрифугирования, в гораздо мень-
шем масштабе, для того чтобы добиться чисто-
ты, установленной разработчиком, в целевом 
профиле качества продукта. Предложенный 
подход значительно повышает возможности 
масштабирования и воспроизводимости про-
цесса, а также отвечает всем современным тре-
бованиям GMP.

Несмотря на достигнутые успехи в области 
производства AAV, нерешенной проблемой 
по-прежнему остается высокая себестоимость 
производства, а следовательно, ограниченная 
доступность терапии для пациентов вследствие 
ее стоимости. Текущие усилия разработчиков 
направлены на повышение исходного титра AAV 
в процессе культивирования. В настоящее вре-
мя можно выделить несколько основных трен-
дов: совершенствование трехплазмидной тех-
нологии; использование модифицированного 
хелперного аденовируса; получение клеточной 
линии, в геном которой интегрированы гены 
для экспрессии AAV (для отхода от трансфекции 
клеток в каждом цикле производства).

Совершенствование плазмидной технологии 
заключается в поиске эффективных трансфекци-
онных агентов, культуральных сред и подпиток, 
подборе клона родительской клеточной линии 
HEK-293 и оптимизации генетических конструк-
ций плазмид pRepCap и pHelper. Примером та-
кой технологии является платформа Xcite®AAV 
(Lonza). Согласно данным разработчиков плат-
форма позволяет добиться повышения титра 
AAV в 2–8 раз в сравнении с коммерчески до-
ступными плазмидами и клеточной линией17.

Вирусная трансдукция в качестве доставки 
генетического материала в клетку более эффек-
тивна и экономична, чем трансфекция плазмида-
ми. Однако наличие дополнительного вирусного 
агента в производстве является нежелатель-
ным по соображениям безопасности. Исходя 
из того что жизненный цикл аденовируса состо-
ит из двух фаз: ранней и поздней, разработчи-
ки технологии TESSA™ (OXGENE Ltd) сконстру-
ировали модифицированные рекомбинантные 
хелперные аденовирусы, у которых происходит 
самоингибирование главного позднего промо-
тора (MLP), обеспечивая тем самым блокировку 

17	 https://www.lonza.com/knowledge-center/cellgene/brief/AAV-production-HEK293-cell-line



136

Егорова Т.В., Пискунов А.А., Потеряев Д.А.
Генная терапия наследственных заболеваний на основе аденоассоциированных вирусных векторов: современные...

БИОпрепараты. Профилактика, диагностика, лечение. 2024, Т. 24, № 2

собственной репликации. Вставка сайта связы-
вания репрессора тетрациклина (TetR) делает 
возможной нормальную репликацию вируса 
только в присутствии доксициклина, в отсут-
ствие же доксициклина происходит только ам-
плификация генома и экспрессия ранних генов 
хелперных функций. На первом этапе произ-
водства получают два хелперных аденовируса 
(один из которых кодирует гены rep и cap AAV, 
а второй — целевой ген AAV) в присутствии док-
сициклина. На втором этапе путем совместной 
инфекции клеток HEK-293 двумя хелперны-
ми аденовирусами в отсутствие доксициклина 
происходит наработка только AAV [55]. Важным 
преимуществом данной технологии является от-
сутствие необходимости производства большо-
го количества плазмид. По данным разработ-
чиков продуктивность технологии примерно 
в 30 раз выше, чем подхода на основе плазмид. 
Из недостатков можно отметить необходимость 
очистки финального продукта от хелперных 
аденовирусов.

Создание стабильных клеточных линий, про-
дуцирующих AAV по аналогии с производством 
мАТ, является перспективным подходом 
для повышения продуктивности. Существенное 
техническое ограничение этого подхода – ток-
сичность вирусных генов для самой экспрес-
сионной системы. Разработчики платформы 
ELEVECTA™ (Cytiva) создали индуцибельные 
клеточные линии-продуценты AAV, основан-
ные на использовании клеток HEK-293, в геном 
которых стабильно интегрированы хелперные 
гены аденовируса (E2A, E4orf6 и VA РНК ), а ток-
сичный ген rep AAV индуцируется добавлени-
ем доксициклина (система индукции Tet-on). 
Интеграция гена rep в геном стала возмож-
ной благодаря инактивации промотора p19 
при сохранении функциональности Rep78/68. 
Далее для получения финального стабиль-
ного продуцента AAV проводится трансфек-
ция этой клеточной линии конструкцией 
с желаемой серотип-специфической cap-
последовательностью, а также последователь-
ностью гена интереса. Согласно данным раз-
работчиков продуктивность перфузионного 
процесса на этой платформе составляет 1015 г/л 
с содержанием 30% заполненных капсидов 
[56]. Перспективные платформы биосинтеза 
AAV в сравнении с традиционной трехплазмид-
ной технологией обобщены в таблице 2 (опуб-
ликована на сайте журнала18).

Таким образом, технология производства AAV 
является относительно молодым направлением, 

проходящим все традиционные этапы развития 
биотехнологического производства рекомби-
нантных продуктов. В данном контексте уместна 
аналогия с эволюцией технологии производства 
мАТ. Технология производства AAV уже претер-
пела значительные изменения и продолжает 
совершенствоваться. Получившая наибольшее 
распространение плазмидная технология яв-
ляется стандартом в настоящее время, но уже 
заметен тренд на замещение ее новыми подхо-
дами с использованием рекомбинантных хел-
перных вирусов и стабильных клеточных ли-
ний. Кроме того, постоянно появляются новые 
среды, подпитки, сорбенты, фильтры и другое 
сырье. Возрастающая потребность в препаратах 
на основе AAV будет и в дальнейшем стимули-
ровать совершенствование технологии, повы-
шение продуктивности и снижение себестоимо-
сти, что в конечном счете будет способствовать 
большей доступности препаратов этого класса.

ЗАКЛЮЧЕНИЕ
Проведенный анализ применения генной 

терапии наследственных заболеваний позво-
лил выявить ряд барьеров биомедицинского 
и технологического характера, преодоление 
которых необходимо для дальнейшего разви-
тия данного направления. Для того чтобы сде-
лать применение генной терапии оправданным 
с медицинской точки зрения и повысить ее до-
ступность для пациентов, необходимо решить 
комплекс проблем, а именно:

–– продемонстрировать долгосрочную эффек-
тивность генной терапии;

–– определить оптимальное терапевтическое окно 
для вмешательства, особенно в случаях необра-
тимых изменений при естественном прогресси-
ровании наследственного заболевания;

–– внедрить эффективную систему скрининга 
для раннего выявления наследственных за-
болеваний, для которых генная терапия воз-
можна;

–– разработать программу маршрутизации па-
циентов, учитывающую соотношение риска 
и пользы, для принятия решения о введении 
генотерапевтических лекарственных препа-
ратов;

–– путем модификации капсидов вирусов, гено-
ма вирусных векторов, подавления нецелевой 
экспрессии трансгена, применения новых спе-
цифичных промоторов повысить безопасность 
генотерапевтических лекарственных пре-
паратов (в первую очередь путем снижения 
иммуногенности), увеличить эффективность 

18	 https://doi.org/10.30895/2221-996X-2024-24-2-123-139-table2
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целевой доставки и снизить нецелевую до-
ставку препаратов, достичь оптимального 
терапевтического уровня долговременной це-
левой экспрессии трансгена;

–– путем разработки новых методов культивиро-
вания, очистки и трансфекции, а также путем 
создания новых клеточных линий-продуцен-
тов повысить качество генотерапевтических 
препаратов на основе вирусных векторов 
и снизить себестоимость их производства.

Пути решения данных проблем должны быть 
определены как на доклинической стадии раз-
работки, так и после первой демонстрации 
клинической эффективности генотерапевтиче-
ских препаратов. Без системного решения этих 
проблем генная терапия на основе вирусных 
векторов не сможет войти в стандарты лече-
ния не только по причине высокой финансовой 
нагрузки на здравоохранение, но и по причине 
ограниченной эффективности.
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